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研究成果の概要（和文）：子宮頸癌の大部分を占める扁平上皮癌と腺癌、各々の発癌モデルを構築し、その母細胞や分
子生物学的発症機構の相違を解明することを目標とした。まず、子宮頸癌の発症母地とされる扁平円柱上皮境界細胞の
候補を、臨床検体から分離培養した。文献に基づいて分子マーカーを解析し、最も近い特徴を持っていた細胞株に4つ
のがん遺伝子を導入し、マウスに皮下移植して形成される腫瘍を解析した。腫瘍は導入した四遺伝子の発現に依存して
形成、退縮した。腫瘍組織の免疫組織学的解析では、腫瘍は重層扁平上皮を模倣した構造をなし、細胞はほぼ全てが扁
平上皮の特徴を呈した。またp63をノックダウンすると粘膜下層への浸潤能が増す傾向を認めた。

研究成果の概要（英文）：We sought to establish the Uterine Cervical carcinogenesis model, both SCC and 
adenocarcinoma to elucidate the difference of origin cell or biological molecular mechanism.We first 
isolated and cultured the candidate of Squamo-Columnar-Junction (SCJ) cells which are thought to be the 
origin of cervical cancer from Human cervical Keratinocytes (HCK) of independent donors, then transduced 
certain oncogenes into the cell line that expressed molecular marker of SCJ cell reported by Herfs most 
similarly.Progression and regression of Subcutaneous Xenograft tumors in an immune-deficient mouse 
depended on the expression of transduced oncogenes. Those tumors composed stratified squamous epithelial 
and almost all of the cells were squamous epithelial cells immuno-histologically. Knockdown of p63KD 
resulted in the increase of invasive capacity into the submucosal layer by 3D-culture.

研究分野： 婦人科腫瘍

キーワード： 子宮頸がん　SCJ　発がんモデル　子宮頸部腺がん
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１．研究開始当初の背景 

90%以上の子宮頸癌は、16型と 18型を始め

とするハイリスク型 HPV(hrHPV)の感染に

より引き起こされる。そのうち子宮頸部腺

癌は、この数十年の間に急増して頸癌の 20

～25%を占めるに至った。前癌病変段階では

発見されづらいこと、早期から浸潤・転移

しやすいことに加え、治療抵抗性であり再

発率が高いなどの特徴から、扁平上皮癌に

比して予後は不良である。腺癌では扁平上

皮癌に比して 18型との関連が強い。その発

がん過程や高い悪性度をもたらす分子生物

学的背景には未解明な部分が多い。子宮頸

部は発生学的に膣上部 1/3 および子宮体部

と共に中胚葉由来のミュラー管より形成さ

れ、外胚葉由来の膣下部 2/3とつながる。

解剖学的には膣部重層扁平上皮と子宮内膜

単層円柱上皮の間に位置し両組織の境界部

は squamocolumner junction (SCJ)と呼ば

れる。SCJ にはその解剖学的特徴より扁平

上皮細胞と円柱上皮細胞の双方向に分化し

うる予備細胞の存在が 1960 年代より推定

されていた。近年、免疫組織学的解析や遺

伝子発現プロファイルにより SCJに存在す

る細胞の性状が解明されつつある 1-3) 。そ

の結果、予備細胞にも 2つの細胞集団が存

在すること, SCJ には胎生期の子宮頸部上

皮と性質を同じくする細胞集団があること

が明らかになってきた。 hrHPVが感染する

頸がんの母細胞は SCJの S側にある重層扁

平上皮化生を起こした Transformation 

zone (TZ)の基底細胞であると一般に信じ

られてきたが、Herfs らの報告 3)は SCJ 特

異的な単層円柱上皮であることを示唆して

いる。また HPV陽性癌の多い肛門癌や中咽

頭癌も発生学的、解剖学的に子宮頸部と共

通性があり興味深い。 

申請者の所属する研究室では、ヒト正常子

宮 頚 部 角 化 細 胞 (Human cervical 

keratinocyte, HCK)に 16 型 HPV 由来 E6E7

遺伝子を導入すると子宮頸部異形成病変が

再現され、さらに活性化 HRAS遺伝子、MYC

遺伝子を導入すると、強い造腫瘍能が付加

されることを 3 次元培養法により示した 4) 

(図 1) 

一方、当研究室では、ROCK阻害剤を用い

た培養条件下で 5)、臨床検体から正常膵管

上皮細胞の単離と不死化遺伝子導入により

世界で初めてとなる正常 2倍体ヒト膵管上

皮細胞株(HPDEC)の樹立に成功している。ま

た、E6,E7,活性型 RAS,c-MYC の４因子

(EMR)を、TetOff システムにより発現制御

の可能なレンチウイルスベクターを用いて、

ヒト正常膵管上皮細胞(HPDEC)に導入した

細胞をマウス皮下に移植すると 1 ヶ月以内

に 腺 癌 腫 瘍 病 変 を 形 成 す る こ と 、

Doxycycline(Dox)の投与により導入遺伝子

の発現を止めると腫瘍病変は退縮して正常

膵管様組織を呈し、再発現させると上皮内

癌を経て浸潤癌へ進行する過程を示す像を

得た。こうして、腺上皮細胞を用いた多段

階発がん過程の一部を in vivoで再現する

ことに成功している 6)(図 2)。 

細胞の分化誘導に関しては、当研究室より

Np63がNOTCH1の発現抑制を介して扁平上

皮がんの分化を抑制してがん遺伝子として

機能していることを報告した 7)。一方、肺

がんにおいてはNp63陽性の細気管支基底

細胞から導入遺伝子の違いによって扁平上

皮癌と腺癌が形成されることが報告されて

いる 8)。Np63は重層扁平上皮組織形成に

必須の因子であり扁平上皮がんのマーカー

（図 1)）HPV16E6E7、及び各種がん遺伝子を

導入したHCK1Tを用いた3次元培養による

発がん過程の再現 



として広く使われている。 

 

２．研究の目的 

子宮頸がんは扁平上皮癌と腺癌に大別され

るが、近年腺癌が急増し約 1/4を占めるよ

うになった。子宮頸部腺癌の母細胞や発症

機構については不明な点が多く、発癌マウ

スモデルも未だない。本研究では、子宮頸

部腺癌に焦点を絞り、その in vitro多段階

発がんモデルの構築を試みる。さらに扁平

上皮癌と母細胞や分子生物学的発症機構の

相違を解明することを目標とした。 

(1) 子宮頸がんの発生母地と考えられ

ている細胞の分離・培養法の確立 

(2) SCJにおける発がん機構の解明 

(3) 腺癌の前がん病変から浸潤がんに

いたるin vitro多段階発がんモデルの作製 

 

３．研究の方法 

(1)子宮頸がんの発生母地と考えられて

いる SCJより母細胞候補の分離・培養法の

確立 ①SCJに少量存在する単層円柱上皮

細胞(CD63, CK7, GDA, MMP7, AGR2陽性) 3)、

SCJから endocervixにかけてより広い範囲

に存在する予備細胞(Np63, CK5, CK7強陽

性, BCL2陽性, CK17弱陽性～強陽性)4) を、

その解剖学的位置を指標に分離し、Feeder

細胞上で ROCK阻害剤を添加した培養条件

5)を用いて培養する。②単コロニー法や

FACSを用いて単離し、必要に応じて、不死

化遺伝子（CDK4,CCND1,TERT）や、CK7プロ

モーター、CK5プロモーターなどの制御下

に不死化遺伝子を発現させて目的細胞の選

択的延命・不死化を図る。③得られたそれ

ぞれの細胞株を用いて、3次元培養法によ

り、正常に近い扁平上皮や腺上皮が形成さ

れるかどうかを確認する。 

(2) SCJにおける発がん機構の解明 

①(1)で得られた各細胞集団に、EMR を

tetOffシステムにより導入しNp63を始め

上記マーカーの発現を確認すると共に、免

疫不全マウス皮下移植により形成される腫

瘍の組織型（腺癌または扁平上皮癌）につ

いて解析する。 

② 腫瘍形成後に EMR4 因子の発現を制御

することにより腫瘍が退縮、再形成される

のか、4 因子の発現による腫瘍原生を確認

し、その組織型を解析する。 

(3) 腺癌の前がん病変から浸潤がんにい

たるin vitro多段階発がんモデルの作製 

(2)で腺癌を形成した細胞集団を中心に

HPV18の E6,E7や異なる組み合わせのがん

遺伝子導入によって癌腫の組織型が変化す

るか否か、腺がんが形成されるのかを確認

する。3次元培養法及び免疫不全マウスの

皮下移植により上皮内病変(AIS)から浸潤

腺癌への過程の再現を試みる。 

(4) HPV16型 E6E7、HPV18型 E6E7から

形成される細胞組織の相違の解析  

16型と 18型は共通して子宮頸癌の発が

んに関与するが、統計的に扁平上皮癌は

16 型と、腺癌は 18型とそれぞれ関連が

強いとされている。これに基づき、予備

細胞の候補細胞に、HPV16-EMRまたは

HPV18-EMRを導入した細胞のNp63 発現

（図 2)）HPV16E6E7、及び各種がん遺伝子を

導入した HPDECを用いた多段階発がん過程

の再現 



(図 4）免疫染色では、HCK1Tが最も SCJ細胞に

近い結果を示した。（細胞名の J-、C-はそれぞ

れ SCJ領域、円柱上皮領域を、Tは h-TERT示す。） 

の相違や、各細胞を用いた 3次元培養あ

るいは Xenograftで形成される癌腫の組

織型の相違について検証する。 

(5) がん遺伝子の組み合わせと異時性発現

による多段階発がん過程の解析 

tetOffシステムによる発現誘導や、エス

トロゲン受容体リガンド結合ドメインとの

融合タンパクによるタンパク活性化システ

ムを組み合わせ、Doxやタモキシフェン 

(4OHT)により導入するがん遺伝子の発現を

個々に制御できるシステムを構築する(図

3)。 

① 3次元培養において正常組織像を形成

させた後、E6E7の発現を誘導し、前がん病

変（CINまたは AIS）の組織像の再現を、さ

らにER-RASG12V とc-MYC-ERを活性化させる

ことで前がん病変から浸潤癌に至る過程の

再現を試みる。② ①の多段階発がんの過程

ををヌードマウスの皮下移植において再現

することを試みる。さらに、各遺伝子の発

現を制御し、正常から前がん病変、浸潤が

んに至る過程を双方向に再現することを試

みる。 (図 3) 

(6) Np63による腺上皮の重層扁平上皮へ

の分化に関する検証   

マウス肺胞上皮細胞でのNp63 の異所性

発現は単層上皮の重層扁平上皮化を誘導す

ることが報告されている。腺癌の母細胞あ

るいは作製した腺癌細胞にNp63 を強制発

現させることで重層扁平上皮化（角化）や

扁平上皮癌への転換・分化が見られるかを

調べる。 

 
４．研究成果 

(1)子宮頸がんの発生母地と考えられてい

る SCJより母細胞候補の分離・培養法の確

立 

①臨床検体を用いて SCJ領域から予備細胞

の候補として扁平上皮(S)側、円柱上皮(C)

側、SCJ 領域それぞれから分離培養しを試

みた。S 領域からは角化傾向が強く長期培

養できる株は樹立できなかったが、SCJ 領

域、C 領域からは長期培養可能な細胞株と

クローンが多数得られた。Herfs らの報告

3)をもとに SCJ 細胞の特異的マーカーとさ

れる CD63、AGR2, CK7、および扁平上皮細

胞のマーカーである p63、CA14などの発現

を免疫染色やWestern blottingによって解

析したところ、CK7+/AGR2+/p63-のクローン

は得られなかったことがわかった。 

②併せて、以前に複数の臨床検体から分離

培養し、TERT遺伝子の導入などにより不死

化した子宮頚部上皮細胞株（Human 

Cervical Keratinocyte with TERT；HCKT）

それぞれについて、同様に SCJ細胞特異的

マーカーを解析したところ、HCK1Tが

AGR+/CK7+/p63lowであり、最も”SCJ細胞”

に近い結果を示した。(図 4)  

 

(図 3）発現制御可能な遺伝子導入ヒト子宮頸部

上皮細胞を用いた Xenograftによる免疫不全マ

ウスにおける多段階発がんモデル 



(図 5) HCK1Tに 4因子を導入し Tetoffシステム

により発現調節をして形成された腫瘍径の変化

（上）と組織像（下、H-E染色） 

(2)SCJにおける発がん機構の解明 

①HCK1Tに EMRを tetOffシステムにより導

入し、免疫不全マウス皮下移植にて形成さ

れる腫瘍の組織型を解析した。形成された

腫瘍は Dox投与により退縮し、腫瘍 EMRの

発現の有無によって腫瘍原性が誘導されて

いることを確認した。（図 5） 

②免疫染色による解析では、腫瘍を構成す

る異型細胞はほぼ全て扁平上皮(がん)細胞

であり、腺(がん)細胞は認められなかった。

(CK AE1/AE3+, 34βE12+,CAM5.2-，p63 

+)(図６) 

 

③ HCK1T/EMR細胞を p63shRNAにより p63

を KDした HCK1T/EMR/p63(-)細胞では、SCJ

特異的マーカーはより SCJに近い発現を示

した。三次元培養では、HCK1T/EMR/p63KD

細胞は HCK1T/EMR細胞に比して浸潤能が亢

進し、粘膜下層への細胞浸潤が増える傾向

を認めるという予備結果を得た。 

 

現段階では扁平上皮がんを模倣する発癌モ

デルの作成段階である。解析、応用して、

世界初の子宮頸部腺癌の多段階発がんモデ

ルを作製できる可能性は極めて高い。この

モデルを解析することで腺癌と扁平上皮癌

の母細胞に違いがあるか、HPV型やドライ

バー変異との関連があるかなど、古くから

の疑問の多くを明らかにすることができる

ものと考える。子宮頸部腺癌の多段階過程

をより忠実に再現する発がんモデルは、扁

平上皮癌に比べて悪性度が高い腺癌の、浸

(図 6) 図 5に示す形成された腫瘍と子宮頸部上

皮内癌(CIS)、扁平上皮癌(SCC)、 

腺癌(AdC)との免疫染色所見の比較 



潤・転移、再発に関与する分子生物学的機

構の研究や、治療法の研究開発など、幅広

く応用されることが期待できる。 
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